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(57) Abstract: Hybrid nanoparticles including 
a nanosphere with a mean diameter in the range 
2-9 nm, of which at least 90 wt % consists of 
Ln 2 0 3 , where Ln is a rare earth optionally doped 
with a rare earth or an actinide, or a mixture of 
rare earths, or else a rare earth/actinide mixture 
in which at least 50 % of the metal ions are 
rare-earth ions; a coating around the nanosphere, 
of which a major part consists of a functionalised 
polysiloxane, and which has a mean thickness in 
the range 0.5-10 nm, preferably more than 2 nm 
but no more than 10 nm; and at least one bioligand 
grafted by a covalent bond to the polysiloxane 
coating; and a method for preparing same. 

(57) Abrege : Linvention conceme des nanopar- 
ticules hybrides comprenant: - une nanosphere, de 
diametre moyen compris dans la gamme all ant de 
2 a 9 nm, composee, a au moins 90% en poids, de 
Ln 2 0 3 avec Ln qui represente une terre rare, eventuellement dopee avec une terre rare ou un actinide, ou un melange de terres rares, 
ou bien un melange de terre rare et d'actinide dans lequel au moins 50% des ions metalliques sont des ions terre rare, - un enrobage 
autour de la nanosphere, constitue majoritairement de polysiloxane fonctionnalise, et qui presente une epaisseur moyenne comprise 
dans la gamme allant de 0,5 a 10 nm et, de preference, superieure a 2 nm et inferieure ou egale a 10 nm, et - au moins un Hgand 
biologique greffe par liaison covalente a 1' enrobage de polysiloxane, ainsi que leur precede de preparation. 
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NANOPARTICULES HYB RIDES COMPRENANT UN CCEUR DE Ln 2 0 3 
PORTEUSES DE LIGANDS BIOLOGIQUES ET LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION 

La presente invention concerne le domaine technique des sondes pour la 
5 detection, le suivi et la quantification dans les systemes biologiques. Plus 
particulierement, l'invention a pour objet de nouvelles particules sondes hybrides 
dont le cosur est constitue par une nanoparticule a base de sesquioxyde de lanthanide, 
de diametre moyen inferieur a 10 nm, sur laquelle sont immobilisees des molecules 
sondes, ainsi que leur procede de preparation. 

10 L'emploi de sondes associees a un marqueur, dans les systemes biologiques 

pour la detection (reconnaissance) ou le suivi de substances specifiques, appelees 
cibles, est une technique usuelle dans le domaine du diagnostic medical et de la 
recherche en biologie. De telles sondes sont particulierement utilisees pour la 
cytometrie de flux, l'histologie, les tests immunologiques ou la microscopie de 

15 fluorescence, aussi bien pour Petude de materiaux biologiques que de materiaux non 
biologiques. 

Des systemes de marquage usnels sont, par exemple, des isotopes radioactifs 
de Tiode, du phosphore et d'autres elements comme 1'enzyme peroxydase ou la 
phosphatase alcaline dont la detection necessite un substrat particulier. Dans la 

20 plupart des cas, le couplage selectif entre le marqueur et la substance a detecter est 
effectue par une seule ou une association de molecules fonctionnelles. La selectivite 
de la liaison est essentielle afin d'identifier sans ambiguite la substance cible a 
detecter. Les reactions assurant le couplage sont connues et decrites par exemple 
dans « Bioconjugate Techniques », G. T. Heimanson, Academic Press, 1996 ou dans 

25 « Fluorescent and Luminescent Probes for Biological Activity. A Practical Guide to 
Technology for Quantitative Real-Time Analysis », Second Edition, W. T. Mason, 
e&, Academic Press, 1999. 

Les colorants organiques fluorescents sont tres utilises pour le marquage. II 
s'agit de la fluoresceine, du Texas Red ou de Cy5, qui sont selectivement lies a une 

30 substance biologique ou organique determinee jouant le role de sonde. Apres 
excitation de la sonde marquee par une source externe, le plus souvent 
electromagnetique, la presence des substances biologiques ou organiques cibles liees 
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a la sonde est mise en evidence par remission de fluorescence de la part de cette 
derniere. 

Un des principaux ineonvenients des colorants organiques fluorescents, a la 
base des techniques actuelles, reside dans leur faible stabilite chimique : ils sont 
5 degrades, voire decomposes apres quelques millions de cycles d'absorption et 
d'emission de lumiere en presence d'acides ou de radicaux. lis montrent egalement, 
pour la plupart des applications, une stabilite insuffisante vis-a-vis de la lumiere 
incidents De plus, les colorants organiques fluorescents peuvent exercer des effets 
phototoxiques pour l'environnement biologique. 
10 Les colorants organiques fluorescents presentent egalement 1'inconvenient 

d'emettre sur une large gamme du spectre et d'etre excites par un rayonnement dont 
la longueur d'onde se situe dans une fenetre tres etroite. A cause de cela, 
Identification simultanee de plusieurs substances marquees chacune par des 
colorants fluorescents differents, appelee egalement multiplexing, est rendue difficile 
15 par le recouvrement des bandes d'emission, et le comptage des substances marquees 
differemment est limite. D'autre part, l'excitation efficace des differents colorants 
necessite plusieurs sources de lumiere, en general des lasers, ou l'utilisation d'un 
montage optique complexe comprenant une serie de filtres lorsque la lumiere blanche 
est utilisee comme source excitatrice. 
20 L'art anterieur propose deja des alternatives a l'utilisation de colorants 

organiques fluorescents. Comme premiere alternative, il est possible d'utiliser des 
complexes metalliques (ligands chelatants) avec un ion metallique de la classe des 
lanthanides comme marqueur fluorescent (brevets US 4,637,988 et US 5,891,656). 
Le principal avantage de ces systemes est que les objets excites presentent une 
25 longue duree de vie qui pent atteindre quelques millisecondes ce qui permet 
d'envisager des experiences avec resolution temporelle. Cependant l'utilisation de 
ces chelates de lanthanide est genee par la tres forte dilution de la luminescence 
(quenching) en milieu aqueux. Cela restreint considerablement le domaine 
^application des chelates car les milieux biologiques sont generalement tres riches 
30 en eau. Des tentatives de separer la substance a detecter du milieu biologique pour la 
placer dans un environnement anhydre ont done ete realisees (I. Hemmila, Scand. J. 
Clin. Lab. Invest. 48,1988, pages 389-400) ; elles ne rendent cependant pas possibles 
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les examens immunoMstochimiques car rinformation concemant l'endroit du 
marquage est perdue au cours de l'etape de separation. Dans les brevets 
US 4,283,382 et US 4,259,313, il est indique que des particules de polymere (latex) 
dans lesquelles des chelates de lanthanides sont emprisonnes peuvent etre employees 
5 comme marqueurs fluorescents. 

Une autre alternative proposee par Tart anterieur consiste a marquer la sonde 
destinee a se lier avec la cible a detecter, avec des particules intrinsequement 
luminescentes. En particulier, des nanoparticules de materiau semi-conducteur ont 
donne lieu a d'intenses recherches. Le brevet US 5,990,479, et les demandes de 

10 brevet internationales publiees sous le numero WO 00/17642 et WO 00/29617 
montrent que les nanocristaux semiconducteurs fluorescents, qui appartiennent a la 
classe des elements II- VI ou III-V et ceux qui , sous certaines conditions, sont 
composes des elements du 4 eme groupe principal du tableau periodique, peuvent etre 
utilises comme marqueur fluorescent pour les systemes biologiques. En raison du 

15 phenomene connu sous le vocable « quantum size effect », la longueur d'onde 
d'emission d'un nanocristal semiconducteur fluorescent est imposee par sa taille. 
Ainsi, en faisant varier la taille de ces nanocristaux, une large gamme du spectre peut 
etre couverte, de la lumiere visible au proche infra-rouge. Leur utilisation comme 
marqueur biologique est decrite par Warren C.W. Chan, Shuming Nie, Science, 281, 

20 2016-2018, 1998, et par Marcel Bruchez Jr, Mario Moronne, Peter Gin, Shimon 
Weiss, A. Paul Alivisatos, Science, 281, 2013-2016, 1998. La preparation de 
nanocristaux semiconducteurs avec une longueur d'onde d'emission bien definie, 
c'est-a-dire avec une faible dispersion en taille, exige une tres grande precision et 
necessite une parfaite maitrise des conditions operatoires et du deroulement de la 

25 synthese. Us sont, par consequent, tres difficiles a produire. La palette etendue de' 
couleurs qu'offrent ces cristaux semiconducteurs resulte d ? une variation de taille de 
Pordre de quelques Angstrom (c'est-a-dire quelques couches atomiques). Les 
syntheses en solution permettent rarement d'atteindre un tel degre de precision. De 
plus, la recombinaison de paires electron-trou observee a la surface des nanocristaux 

30 limite le rendement quantique a une faible valeur. 

Pour contourner ce probleme, une structure coeur / coquille (« core / shell ») a 
ete proposee : il s'agit d'enrober individuellement les nanocristaux semiconducteurs 
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fluoresceins par une couche de materiau semi-conducteur avec un plus large gap 
(ZnS, CdS). De plus, le marquage selectif de biomolecules par des nanocristaux 
semi-conducteurs fluorescents necessite la formation dune couche de polysiloxane 
fonctioimalise par des groupes amines (epoxy et acide carboxylique). Ces derniers 
5 constitueront des points d'ancrage pour les biomolecules. La preparation de ces 
nanocristaux demande, done, au moins trois etapes de synthese dont les deux 
premieres sont tres delicates et est done difficilement industrialisable. 

Le marquage par des nanoparticules d'oxyde rendues luminescentes grace au 
dopage par des ions luminescents (terre rare) n'est pas, malgre des resultats 

10 prometteurs, encore tres repandu. Son principal inconvenient reside dans le faible 
rendement quantique qui necessite 1'utilisation dun laser pour exciter les ions 
luminescents presents dans la matrice cristalline. D'autre part, les proprietes de 
luminescence sont tres nettement alterees, lorsque ces particules sont utilisees 
directement en milieu aqueux. 

15 Notamment, on pourra citer la demande de brevet publiee sous le numero 

US 2003/0180780 qui decrit des nanoparticules d'oxyde metallique enrobe de silane 
pouvant servir d 5 agent de marquage pour des molecules d'interet biologique. Le seul 
exemple donne concerne des nanoparticules de Eu 2 0 3 enrobe d 5 une tres fine couche 
de silane obtenue a partir de 3-aminopropyltrimethoxysilane (APTMS), ces 

20 nanoparticules presentant un diametre moyen compris entre 100 et 200nm. 

Pour les applications biologiques ? il est interessant d'utiliser des nanoparticules 
de taille plus petite dont les suspensions colloidales presentent une meilleure stabilite 
et dont les composants presentent une plus grande " fttrtivite " ou M molecularite 
L'utilisation, en tant que marqueur, de nanoparticules de taille plus petite permet un 

25 meilleur ciblage des fonctions biologiques. 

Dans ce contexte, la presente invention se propose de fournir des 
nanoparticules sondes hybrides pour le marquage biologique, de taille suffisamment 
petite et presentant une stabilite amelioree, face aux agressions du milieu aqueux 
exterieur notamment. 

30 L'invention a done pour objet des nanoparticules hybrides comprenant : 

- une nanosphere, de diametre moyen compris dans la gamme allant de 2 a 9 
nm 3 composee, a au moins 90% en poids, de Ln 2 0 3 avec Ln qui represente 
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une terre rare, eventuellement dopee avec une terre rare ou un actinide, ou un 
melange de terres rares, ou bien un melange de terre rare et d'actinide dans 
lequel au moins 50% des ions metalliques sont des ions terre rare, 

- un enrobage autour de la nanosphere, constitue majoritairement de 
5 polysiloxane fonctionnalise, et qui presente une epaisseur moyenne comprise 

dans la gamme allant de 0,5 a 1 0 nm et, de preference, superieure a 2 nm et 
inferieure ou egale a 10 nm, et 

- au moins un ligand biologique greffe par liaison covalente a l'enrobage de 
polysiloxane. 

10 En particulier, l'utilisation de nanoparticules de sesquioxyde L^Oa dopees 

avec une terre rare est particulierement avantageuse, etant donnee l'extreme finesse 
de leur raie d'emission et la possibility d'obtenir des raies d' emission differentes en 
dopant avec des cations differents. 

De plus, l'utilisation de nanoparticules rendues luminescentes par la presence 

15 d'ions terres rares (excellente photostabilite, long temps de vie de Tetat excite) dans 
la nanosphere de cceur et de molecules luminescentes dans et/ou a la surface de 
T enrobage permet des detections resolues en temps, en particulier en utilisant un 
outil performant pour Timagerie optique comme la microscopie de luminescence en 
temps resolu. 

20 Par ailleurs, si ces nanoparticules contiennent des lanthanides presentant des 

caracteristiques magnetiques interessantes, comme le gadolinium, elles peuvent etre 
utilisees comme agent de contraste poux 1'IRM ou egalement dans des systemes 
therapeutiques permettant la destruction des cellules ciblees suite a Tinteraction des 
nanoparticules avec un champs magnetique alternatif applique par Texterieur, 

25 engendrant par exemple une hyperthermic. 

De plus, ces nanoparticules, si elles contiennent des elements presentant une 
grande capacite de capture de neutrons couplee avec une reaction fortement 
energetique comme le 157 Gd ou 235 U, peuvent 6tre utilisees dans des therapies (par 
exemple contre le cancer) basees sur la capture de neutrons. 

30 Les suspensions colloidales des nanoparticules ci-dessus definies font 

egalement partie de l'invention. 
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L'invention a egalement pour objet nn procede de preparation des 
nanoparticules hybrides telles que definies ci-dessus, eventuellement sous la forme 
de suspension colloidale comprenant les etapes successives suivantes : 

a) preparer une suspension colloidale de nanospheres, de diametre moyen 
5 compris dans la gamme allant de 2 a 9 nm, composees, a au moins 90% en 

poids, de Ln 2 0 3 avec Ln qui represente une terre rare, eventuellement dopee 
avec une terre rare ou un actinide, ou un melange de terres rares, ou bien un 
melange de terre rare et d'actinide dans lequel au moins 50% des ions 
metalliques sont des ions terre rare, 
10 b) ajouter a la suspension colloidale la quantite necessaire d'un melange 

d'organoalcoxysilane et d'agent reticulant pour former a la surface des 
particules un enrobage, constitue majoritairement de polysiloxane 
fonctionnalise avec au moins un groupe reactif, qui presente une epaisseur 
moyenne comprise dans la gamme allant de 0,5 a 10 nm, et, de preference, 
1 5 superieure a 2 nm et inferieure ou egale a 1 0 nm, et 

c) greffer chimiquement a 1'enrobage au moins un ligand biologique par 
couplage avec un groupe reactif present en surface de Tenrobage, 

d) eventuellement separation et sechage des nanoparticules hybrides obtenues. 
La description ci-apres ? en reference aux figures annexees, permet de mieux 

20 comprendre l'objet de l'ijivention. Les differentes variantes decrites ci-apres, 

lorsqu'elles ne s'excluent pas l'une 1'autre, peuvent etre combinees. 

La Fig- 1 est une image de microscopie electronique a transmission a haute 

resolution d'une particule de 8nm de Gd 2 0 3 :Tb 3+ , enrobee d'une couche de 3,5nm 

d' epaisseur, obtenue selon l'exemple 4 ci»apres. 
25 La Fig. 2 est un spectre d'analyse EDX (couplee au HRTEM), mesure le long 

de la particule de 8nm de Gd 2 0 3 :Tb 3+ , enrobee d'une couche de polysiloxane de 

3,5nm d'epaisseur, obtenue selon l'exemple 4 ci-apres. 

La Fig. 3 presente les r6sultats de mesure de la taille des particules de 8nm 

apres enrobage par une couche de polysiloxane de 3,5nm (exemple 4). 
30 La Fig. 4 presente, de fa9on comparee, les resultats de mesure de la taille des 

particules initiales (colloide dialyse, 5,7nm) et apres enrobage par une couche de 

polysiloxane de 8,0nm (exemple 3). 
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La Fig. 5 presente, de fa<jon comparee, les resultats de mesure de la taille des 
particules initiales (colloide dialyse, 3,5nm) et apres enrobage pax une couche de 
polysiloxane de 5,0nm (exemple 1). 

La Fig. 6 presente, de fa<?on comparee, les resultats de mesure de la taille des 
5 particules initiales (colloi'de dialyse, 3,511m) et apres enrobage par une couche de 
polysiloxane fonctionnalise par de la fluoresceine de 8,0nm (exemple 6). 

La Fig. 7 montre les spectres d' emission du colloide recouvert de polysiloxane 
fonctionnalise par de la fluoresceine de Fexemple 6 excite a 230nm en fonction des 
differentes fractions obtenues lors de la chromatographie sur colonne. 
10 La Fig. 8 montre la fluorescence de nanoparticules avec un coeur d'oxyde de 

gadolinium enrobe de polysiloxane fonctionnalise par de la fluoresceine et par des 
brins d' oligonucleotide, ces nanoparticules etant immobilisees sur une biopuce par 
hybridation avec des brins ^oligonucleotides complementaires. (exemple 9) 

La Fig. 9 represente le spectre d' emission du colloide correspondant a la 
15 fraction 2 de la chromatographie sur colonne presentee Fig. 7 et excite a 540nm 
apres degradation de la fluoresceine. 

La Fig. 10 presente, de fapon comparee, la mesure de luminescence entre les 
particules du colloide initial et dialyse de 5,7nm et celles enrobees d'une couche de 
polysiloxane de 8,0nm (exemple 3). 
20 La Fig. 11 presente, de fa?on comparee, la mesure de luminescence entre les 

particules du colloide initial et dialyse de 3 ? 5nm et celles enrobees d'une couche de 
polysiloxane de 5 ? 0nm (exemple 1). 

La Fig. 12 presente, de fa<?on comparee, la mesure de luminescence entre les 
particules du colloide initial et dialyse de 3,5nm et celles enrobees d'une couche de 
25 polysiloxane de 8 5 0nm (exemple 2). 

La Fig. 13 presente les spectres d 5 emission du colloide recouvert de 
polysiloxane de Pexemple 5 excite a 230nm en fonction de la dialyse de celui-ci dans 
Tethanol et de sa dispersion dans de Teau acidifie par HC1 0,2M. 

La Fig. 14 presente le spectre d 5 excitation des particules de Gd 2 0 3 : Tb 3+ (5%) 
30 (diametre de 3 5 5nm) et recouvertes d'une couche de polysiloxane de 5,0nm (exemple 
1). 
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En preambule a la description plus precise de l'invention, les definitions des 
termes utilises dans la suite dumemoire descriptif sont donnees ci-apres. 

Les terres rares comprennent le scandium et Pyttrium et la serie des lanthanides 
qui sont Ce, Pr 5 Nd, Pm, Sm, Eu 5 Gd, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu. Au sens de 
5 Finvention, par terre rare, on entend de preference un element choisi parmi ryttrium 
et la serie des lanthanides. 

Les actinides sont Ac, Th, Pa, U, Np, Pu, Am, Cm, Bk, Cf, Es, Fm, Md, No et 

Lw. 

Le diametre moyen ou diametre median de nanospheres, nomine d 50 , est defini 
10 par le diametre en dessous duquel on trouve 50% de la masse des nanospheres et est 
determine par la technique de diffusion laser (spectroscopic de correlation de 
photons). 

Un sesquioxyde Ln 2 0 3 est dit dope par une terre rare ou un actinide, si celui-ci 
est present a raison d'au plus 25% des cations metalliques. Au-dela, il sera question 
15 de melange. 

La presente invention concerne une sonde pour des applications biologiques 
comprenant essentiellement une nanosphere de coeur entouree d'un enrobage, 
egalement nomme couronne, autorisant le greffage par liaison covalente d'au moins 
xm ligand biologique et eventuellement d'autres molecules organiques. La 

20 nanosphere est un coeur essentiellement spherique inorganique luminescent de taille 
nanometrique. Plus precisement, ce cceur spherique est constitue de Ln 2 0 3 ou Ln 
represente une terre rare pure, ou dopee avec une terre rare, un actinide ou une 
combinaison de ces derniers, un melange de terres rares, ou encore un melange de 
terre rare avec un actinide, dans lequel au moins 50 % des cations metalliques sont 

25 des cations terre rare. Cette nanosphere de coeur presente un diametre moyen compris 
dans la garome allant de 2 a 9 m Au moins 90 % du poids de la nanosphere est 
constitue de Ln 2 0 3 ci-dessus defmi, le reste pouvant notamment etre constitue par 
Thydroxyde correspondant. 

L'enrobage est une couche intermediaire entourant les nanospheres, a laquelle 

30 les ligands biologiques sont lies par liason covalente. L'enrobage est constitue 
majoritairement de polysiloxane fonctionnalise et presente une epaisseur moyenne 
comprise dans la gamme allant de 0,5 a 10 urn, et de preference superieure a 2 nm. 
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La fonction de cet enrobage est, sans que cette liste soit limitative, au moins triple : 
elle doit assurer la protection (etancheite) du coeur vis a vis du milieu exterieur ; elle 
doit servir de sites de greffage pour les ligands biologiques fixes dessus ; elle doit 
augmenter les performances optiques du coeur mineral par transfert d'energie de la 
5 couronne absorbant dans FUV vers le cosur re-emettant dans le visible. 

En fonction de 1' application visee, on choisira la nature de la nanosphere 
constituant le coeur spherique des nanoparticules selon l'invention qui est, de fa9on 
preferee, constitute a 80 % au moins en poids, de sesquioxyde de terre rare 
eventuellement dope. De preference, cette nanosphere est dopee ou voire meme 
10 codopee, c'est a dire dopee avec au moins deux elements de nature differente. 

De fa9on avantageuse, la nanosphere est constitute, a au moins 80 % en poids 
et, de preference, a au moins 90 % en poids de Y2O3 ou Gd 2 03, Gd 2 0 3 etant prefere. 

Lorsqu'une luminescence classique est recherchee, la nanosphere est dopee par 
un lanthanide de type Eu, Tb, Er, Nd> Yb, Tm representant de 0,1 a 25% des cations 
15 metalliques de la nanosphere. Lorsqu'une luminescence dans rinfra rouge est 
recherchee, la nanosphere est dopee par un lanthanide de type Nd ou Yb. Lorsqu'une 
luminescence antistokes est recherchee, la nanosphere est dopee par un lanthanide de 
typeEr. 

Comme mentionne precedemment, pour la detection combinatoire 
20 (multiplexing), la nanosphere est dopee par au moins deux lanthanides differents 
representant de 0,1 a 25 % des cations metalliques de la nanosphere, Fun au moins 
de ces lanthanides etant choisi parmi Eu et Tb. 

Par ailleurs, pour faciliter la detection, et en particulier pour les applications 
dans le domaine de Timagerie par resonance magnetique (BRM) ou les applications 
25 en therapie, il est avantageux que la nanosphere presente, eri plus de ses proprietes de 
luminescence, des proprietes magnetiques. Aussi, de fa9on avantageuse, la 
nanosphere contient des cations de terre rare presentant un comportement 
magnetique choisis parmi Gd, Nd, representant au moins 10 % de l'ensemble des 
cations metalliques presents dans le coeur, si une application en imagerie medicale est 
30 envisagee, et d'au moins 50 %, si une application en hyperthermic est envisagee. 

Selon une autre variante avantageuse, de 0,01 % a 50 %, et de preference de 
0,1 a 10% des cations metalliques de la nanosphere sont des cations actinide choisis 
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parmi Ac, Th, Pa, Np, U, Pu. Un dopage de la nanosphere avec de tels radionuclides 
trouve notaniment application en therapie liee a des reactions nucleates. 

" Une autre variante avantageuse concerne des nanoparticules hybrides dont au 
moins 0,1% des cations metalliques de la nanosphere sont des isotopes radioactifs de 
5 duree de demi vie inferieure a 1000 ans, ou dont au moins 1 %, de preference au 
moins 5 %, des cations metalliques de la nanosphere sont des isotopes presentant une 
grande capacite de capture de neutrons couplee a une forte energie de reaction (par 
exemple 157 Gd, 235 U). De telles nanoparticules presentent un grand interet pour des 
systemes de therapie basee sur des reactions de decomposition nucleaire, par 
1 0 exemple pour la destruction de cellules cancereuses. 

De preference, la nanosphere est constitute, a au moins 90 % en poids, de 
sesquioxyde de lanthanide eventuellement dope. Les nanoparticules hybrides, selon 
l'invention dont la nanosphere est constitute, a au moins 90 % en poids, de Gd 2 0 3 
dope par Tb ou Eu, sont particulierement preferees. Gd 3+ est en effet un cation 
15 presentant a la fois un fort paramagnetisme et pouvant servir de matrice aux cations 
luminescents Eu et Tb. 

Les nanospheres de sesquioxyde de terre rare, et notamment de sesquioxyde de 
gadolinium, sont sensibles a l'hydrolyse en milieu aqueux. Pour eviter la 
transformation du sesquioxyde en hydroxyde, ce dernier est enrobe d'une couche 
20 protectrice constitute majoritairement de polysiloxane fonctionnalise. Cette derniere 
doit etre suffisamment epaisse pour assurer cette protection : son epaisseur moyenne 
est comprise dans la gamme allant de 0,5 a 10 nm, et de preference est superieure a 
1 nm. La couche d'enrobage represente avantageusement au moins 20 % du volume 
total de la nanoparticule et de preference de 25 a 75 % du volume total de la 
25 nanoparticule. L'epaisseur est mesuree par granulomere laser (technique PCS). II 
est egalement possible de retrouver, pour une nanoparticule isolee, le diametre de la 
nanosphere et T epaisseur de la couche, par microscopie electronique a transmission. 

De fa9on avantageuse, cet enrobage protege les proprietes de luminescence du 
cosur d'oxyde et/ou autorise un transfert d 5 energie par rapport au cceur spherique, 
30 c'est a dire que l'excitation UV est absorbee par la couronne de polysiloxane et 
transferee au coeur spherique ce qui augmente sa luminescence. Cette fonction est 
particulierement assuree, si 5 a 75 %, de preference 30 a 50 % des atomes de silicium 
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de la couche de polysiloxane sont lies chacun a quatre autres atomes de silicium par 
des pouts oxygene, ce qui constitue done line variante preferee de 1' invention. Par 
consequent, selon une variante avantageuse de Finvention, 25 a 95 % et, de 
preference, de 50 a 70% des atomes de silicium de Fenrobage de polysiloxane 
5 fonctionnalise sont lies de fa<jon covalente a un atome de carbone et sont done 
fonctionnalises. 

Par ailleurs, la densite de cette couche de polysiloxane fonctionnalise peut etre 
choisie en fonction de Feffet privilegie que Fon souhaite lui attribuer. Notamment, 
une couche presentant une densite comprise dans la gamme allant de 1,6 a 2,4 et, de 

10 preference, comprise dans la gamme allant de 1,8 a 2,1 est preferee pour favoriser 
encore la protection du coeur spherique contre Fhydroxylation et conserver sa 
luminescence. Un enrobage presentant une densite inferieure a 2 est preferee pour 
les applications en IRM ou en hyperthermic. 

Cette couche de polysiloxane fonctionnalise permet egalement le greffage par 

15 liaison covalente d'au moins un ligand biologique et eventuellement d' autres 
molecules organiques ou polymeres. En particuHer, entre 10 et 100 000 molecules 
organiques luminescentes, notamment choisies parmi les derives de la rhodamine ou 
de la fluoresceine, sont greffees a la surface et/ou au sein de Fenrobage, en plus du 
ou des ligands biologiques, ce qui permet une detection resolue en temps. En effet, le 

20 temps de vie de Fetat excite est de quelques nanosecondes pour les molecules 
organiques luminescentes et de Fordre de la microseconde pour les nanoparticules de 
sesquioxyde de lanthanide. 

Selon une variante de F invention, 1 a 1000 et, de preference, 1 a 100 molecules 
de ligand biologique sont greffees a la couche de polysiloxane fonctionnalise par 

25 liaison covalente. Selon une autre variante de Finvention, moins de 10% en poids de 
ces nanoparticules comprennent plus de deux molecules de ligand biologique 
greffees sur la couche intermediate. 

Par ligand biologique, on entend un compose qui possede au moins un site de 
reconnaissance lui permettant de reagir avec une molecule cible d'interet biologique. 

30 Les ligands biologiques greffes sont, par exemple, derives de nucleotides, sucres, 
vitamines, hormones, biotine, streptavidine, ou toute autre molecule organique 
presentant un interet pour la vectorisation biologique. 
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II est egalement possibles que des molecules luminescentes ou molecules 
complexantes, autres que le(s) ligands biologiques, soient greffees sur la couche de 
polysiloxane fonctionnalise. Des molecules polaires ou chargees du type 
organophosphonates, amines quaternaires, peuveiit egalement etre greffees sur la 

5 couche intermediate. Une autre possibilite est de greffer, sur la couche de 
polysiloxane, des molecules de polymere solubles dans l'eau de masse moleculaire 
inferieure a 5000 g/mol et de preference inferieure a 1000, par exemple, tel que le 
polyethylene glycol ou le dextran. 

La presente invention vise egalement un procede de preparation de 

10 nanoparticules hybrides telles que definies ci-dessus, eventuellement sous la forme 
de suspension colloidale. Ce procede comprend differentes etapes successives 
detaillees ci-apres. 

La premiere etape du procede reside dans l'obtention en grande quantite de 
nanospheres cristallines de diametre moyen compris entre 2 et 9 nm, obtenues avec 

15 une faible polydispersite et facilement redispersables, c'est a dire sans la formation 
d'agglomerat Le procede selon l'invention passe par la preparation dixecte d'une 
dispersion colloidale isodisperse. Par dispersion isodisperse 5 on entend une 
dispersion dont la distribution en taille mesuree par spectroscopie de correlation de 
photons est tres resserree, c'est a dire, par exemple, que plus de 90% des particules 

20 ont un diametre compris entre le diametre moyen de la dispersion plus ou moins 20% 
du d 50 - Plus la distribution en diametre est resserree, plus le systeme est appele 
isodisperse ou monodisperse. 

Ces nanoparticules sont preparees selon la methode polyol. Cette methode 
« polyol » consiste en une precipitation directe d'un solide au sein d'un polyalcool 

25 porte a une temperature comprise generalement entre 130°C et 250°C. Un precurseur 
metallique est prealablement dissous dans le polyol (par exemple du diethylene 
glycol), puis apres ajout eventuel d'un reactif, la solution est portee a une 
temperature superieure a 150°C. Le polyol agit comme un stabilisant, limite la 
croissance des particules et minimise Tagglomeration des poudres. 

30 Avec cette methode, differentes poudres submicroniques d'oxydes ont deja ete 

synthetisees, on peut ainsi citer Ce0 2 , LaP0 4 dope Ce 3+ (C. Feldmann, Advanced 
Materials, 13 (2003) 101), et Y 2 0 3 dope Eu 3+ (C. Feldmann, J. MerMd, Journal of 
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Materials Science, 38 (2003) 1731-1735). Les nanospheres utilisees dans lapresente 
invention sont 3 par exemple, obtenues selon la methode « polyol » decrite dans 
Journal of Luminescence, 102-103 (2003) 445-450, et Journal of Colloid and 
Interface Science, doi :10.1016/j.jcis. 2003. 10.031. Sans que cette liste soit limitative, 
5 les precurseurs utilises peuvent etre des chlorures, des nitrates ou des acetates. Des 
concentrations superieures au g/1 peuvent ainsi etre obtenues. De fa?on avantageuse, 
on obtient une suspension collo'idale contenant entre 100 mg et 100 g de nanospheres 
par litre de solvant. 

La synthese des nanospheres de sesquioxyde est, par exemple, realisee a une 

10 temperature inferieure a 200°C dans un solvant polaire tel qu'un polyol, du type 
diethylene glycol (DEG) dont le fort pouvoir solvatant permet un controle de la taille 
des particules. Des precurseurs des differents sesquioxydes metalliques qui vont 
constituer les nanospheres, par exemple, des chlorures de terre rare TRCI3 (TR : Gd, 
Y) et des chlorures de lanthanide Ln'Cl 3 (Ln 5 : Eu, Tb, Er, Nd, Yb, Tm) ou des 

15 nitrates d'actinides (U) sont disperses dans le diethylene glycol. La concentration 
globale en ions metalliques est, avantageusement, comprise entre 0,1 et 0,5 M et la 
quantite relative de chlorures de terre rare TRCI3 (TR : Gd, Y) et de chlorures de 
lanthanide Ln'Cl 3 (Ln' : Eu, Tb, Er, Nd, Yb, Tm) ou de nitrates d'actinides (U) 
depend du taux de dopage ou de la nature du melange desire. Apres agitation, une 

20 solution aqueuse d'hydroxyde de sodium, avantageusement 1ml, est ajoute et le 
melange est chauffe dans un bain d'huile silicone a 140°C pendant une heure. Apres 
dissolution complete des composes presents, la solution est portee a 180°C pendant 
4heures sous agitation vigoureuse. II en resulte une solution colloidale, stable 
pendant plusieurs mois, de nanospheres dispersees dans le DEG. Quelle que soit la 

25 quantite de dopant (terre rare ou actinide), les particules de taille nanometrique se 
presentent sous forme de solution solide constitute d'une seule phase. La 
concentration des ions et le taux d'hydrolyse (rapport de la quantite d'eau ajoutee et 
de la quantite d'ions metalliques) peut §tre ajustee, afin de controler la taille. II 
s'avere que la concentration en OH" doit etre la plus faible possible pour eviter la 

30 precipitation d'hydroxydes. L'addition d'un equivalent de NaOH par rapport au 
nombre de moles de cations terre rare semble un bon compromis : une plus faible 
quantite est caracterisee par un faible rendement (moins de 30 % d'oxyde de 
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lanthanide) et une plus iinportante aboutit a une precipitation irreversible 
d'hydroxydes. 

Par consequent, de fa?on particulierement preferee, a Tetape a) du procede, une 
suspension colloidale contenant entre 100 mg et 100 g de nanospheres par litre de 
5 solvant est preparee par dissolution de precurseurs de terre rare et/ou d'actinides, 
dans un solvant polaire, en particulier un polyol du type ethyleneglycol et chauffage 
a une temperature comprise entre 130 et 250°C, en presence de la quantite d'eau au 
moins necessaire pour la formation du sesquioxyde desire et eventuellement d'une 
base telle que NaOH a une concentration comprise entre 0,01 et 1 mol/1 de solvant 

10 La suspension colloidale de nanospheres obtenue peut, eventuellement, Stre 

purifiee et/ou concentree, en eliminant les sels solubles residuels, une partie du 
polyol, par exemple par evaporation sous pression reduite, ou en changeant de 
solvant, par exemple par chromatographie ou dialyse, et controler la quantite d'eau 
presente dans la solution. 

15 Au sens de Invention, les nanospheres de Ln 2 0 3 sont ensuite enrobees par une 

couche de molecules capables d'etablir des interactions fortes et durables a la fois 
avec la surface de sesquioxydes et avec des molecules organiques (fluorophores, 
dispersants...) et/ou des ligands biologiques qui vont y etre fixes. D'autre part, cette 
couche assure une protection des nanospheres lorsqu'elles sont dispersees en milieu 

20 aqueux. En effet, une dissolution des nanospheres et/ou une chute de l'intensite de 
luminescence est generalement observee lorsque ces nanospheres sont dispersees 
dans 1'eau. Pour cela, des formateurs de reseaux, et non des modificateurs (qui ne 
permettent pas de former une couche r6ticulee autour de la nanosphere) sont utihses. 
Les formateurs de reseaux sont des composes qui, outre le ou les liens qu'ils 

25 etablissent avec la surface de sesquioxyde de terre rare, sont capables de reagir entre 
eux (par reaction de condensation entre les plus proches voisins) pour constituer un 
veritable reseau emprisonnant la nanosphere. Ces composes sont en general des 
organoalcoxysilanes de formule R x Si(OR ? ) y avec y=2, 3 ; x = 4-y et R choisi de 
fa?on a pouvoir immobiliser une molecule organique active. Afin d'obtenir un reseau 

30 dense et robuste, R x Si(OR') y est melange avec un agent reticulant tel que le 
tetraethylorthosihcate (TEOS). La couche de polysiloxane, egalement nommee 
enrobage ou couronne, peut etre, en particulier, obtenue par hydrolyse - 
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condensation d'un melange d'organotrialcoxysilane choisi parmi 
Paniinopropyltriethoxysilane (APTES), glycidyloxypropyltriethoxysilane (GPTES), 
mercaptopropyltriethoxysilane (MPTES) et isocyanatopropyltriethoxysilane 
(IPTBS)) avec un agent reticulant, tel que le TEOS, en presence des nanospheres de 
5 sesquioxyde Ln 2 0 3 telles que precedemment obtenues. Le rapport Si/C est controle 
par la quantite d'agent reticulant, le plus souvent de TEOS, introduite. La quantite 
d'organoalcoxysilane/agent reticulant ajoutee depend du nombre de nanospheres 
dispersees en solution, de leur taille (et done de leur surface) et de Paire qu'occupe 
une molecule adsorbee* La presence d'une base de type trimethylamine est 

10 preferable, de preference entre 0,01 et 0,1 mol/l. L'utilisation d'organotrialcoxysilane 
permet d'introduire dans la couronne des groupes reactifs qui peimettront 
Taccrochage de molecules actives (ligand biologique, fluorophores). Aussi, pour 
permettre ce couplage, certains des precurseurs de type organoalcoxysilane de la 
couche de polysiloxane portent des groupements reactifs tels que des groupements 

15 carboxylique, amine, aldehyde, ou epoxyde. L'hydrolyse-condensation de ces 
precurseurs fournit une couche de polysiloxane fonctionalise capable de reagir avec 
un ligand biologique ou toute autre molecule organique ou polymere a greffer. Le 
TEOS assure la reticulation du polysiloxane forme, dans lequel la quantite d'atomes 
de siherum lies uniquement a des atomes d'oxygene (noeuds de reticulation), e'est-a- 

20 dire qui ne proviennent que de TEOS, est compris entre 5 et 75 %, de preference 
entre 30 et50%. 

Les molecules non adsorbees et les produits secondaires sont, generalement, 
extraits de la solution colloidale par dialyse contre l'ethanol, de l'eau ou un melange 
equivolumique ethanol/eau. 

25 On pent detailler, sans caractere lhnitatif, un procede de formation de 

Tenrobage de polysiloxane se deroulant, avantageusement, en quatre phases. La 
premiere consiste a additionner a 5 ml de nanospheres de Ln203 dispersees dans une 
solution de DEG contenant nAPTES(i) mol d' APTES tel que 4 < 100 x 
nAPTES(i)/(nAPTES(i)+ haptes(2)+hteos) < 16. Apres au moins 20 minutes d'agitation, 

30 3nAPTES(i) mol d'eau diluee dans le DEG contenant 0,1 M de triethylamine (Et 3 N) 
sont ajoutes (2 eme phase). La solution est agitee pendant une heure avant d'ajouter au 
melange precedent (3 6me phase) n A pTES(2) := 5nAPTES(i) mol d'APTES et nxEos mol de 
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TEOS tel que 5 < 100 X n T Eos/(nAPTES(i)+ nAPTBS(2)+n T EOs) < 75. Enfin, apres 20 
minutes, (15haptes(1) + 4n T EOs) mol d'eau diluee dans le DEG contenant 0,1 M de 
triethylamine (Et 3 N) sont ajoutes au melange. Le melange est alors agite pendant 48 
heuresa20°C<T<40°C. 

5 En plus des ligands biologiques, 1' enrobage de polysiloxane fonctionnalise peut 

permettre le greffage covalent de molecules organiques luminescentes, derives de la 
fluoresceine et de la rhodamine notamment. La fonctionnalisation par ces 
fluorophores peut etre realisee selon au moins deux manieres differentes. La 
premiere consiste a modifier des molecules d'organoalcoxysilane par ces 

10 fluorophores avant la reaction d'hydrolyse. Par exemple, 5 a 30 % des molecules 
d'organoalcoxysilane, notamment d'APTES introduites lors de la premiere ou de la 
deuxieme phase ci-dessus mentionnees, sont coupl6es, au prealable, a la fluoresceine 
isothiocyanate (FTIC) par reaction entre la fonction amine d'APTES et la fonction 
isothiocyanate de FTIC. Les precurseurs de polysiloxane ainsi modifies sont alors 

15 ajoutes a un melange d'organoalcoxysilane et de TEOS pour former la couronne. La 
seconde methode consiste a greffer les fluorophores apres formation de la couche de 
polysiloxane par condensation entre les groupes reactifs portes par les fluorophores 
et ceux presents dans la couche de polysiloxane. 

Les ligands biologiques doivent etre accessibles pour des reactions ulterieures de 
20 couplage sonde/cible et sont, done, quant a eux, greffes chimiquement sur la couche 
de polysiloxane, par couplage classique avec des groupes reactifs presents, 
eventuellement precede d'une etape d' activation. Les reactions assurant le couplage 
sont connues et decrites, par exemple, dans « Bioconjugatre Techniques », G/T. 
Hermanson, Academic Press, 1996 ou dans « Fluorescent and Luminescent Probes 
25 for Biological Activity. A Practical Guide to Technology for Quantitative Real-Time 
Analysis », Second Edition, W. T. Mason, ed., Academic Press, 1999. Pax exemple, 
le couplage est effectue par addition d'une solution aqueuse de ligands biologiques 
dont la quantite est au moins superieure au nombre de sites de greffage 
(correspondant aux groupes reactifs) sur 1' enrobage. Dans le cas ou la couche de 
30 polysiloxane est fonctionnalisee avec des groupes amine, des biomolecules portant 
au moins une fonction -COOH peuvent etre greffees. Cependant il est necessaire 
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d'activer au prealable la fonction -COOH de la biomolecule par un melange d'EDC 
etdeNHS. 

Apres greffage des ligands biologiques, les produits secondares en exces sont 
elimines par dialyse ou par chromatographie sur colonne. Cette derniere technique 
5 est utilisee seulement lorsque les nanoparticules sont fonctionnalisees par des derives 
de la fluoresceine. Afin d'eviter la denaturation par la repetition des etapes de 
greffage et de purification, le greffage des ligands biologiques est, de preference, 
realise en dernier. 

Les nanoparticules selon rinvention trouvent differentes applications. On peut 
10 notamment citer leur utilisation pour la detection de biomolecules (biopuces), le 
ciblage de substrats biologiques (imagerie ERM), pour la destruction de cellules ou de 
tumeurs solides en therapie (hypertthermie, capture de neutrons). 

Les exemples ci-apres sont donnes a titre purement illustratif et n'ont pas de 
caractere limitatif. 
15 Exemple 1 : 

Un colloide de Gd 2 03 dope a 5% en Tb 3+ est prepare par dissolution d'une 
quantite de SOg.T 1 de sels de chlorures de gadolinium et de terbium dans un volume 
de 20ml de diethylene glycol. La taille finale des particules, confirmee par HRTEM 
et mesuree par granulometrie laser, est de 3,5nm. Le colloide est dialyse pendant 
20 24h, a chaud (40°C) 3 sous agitation dans du diethylene glycol. Le rapport volume de 
diethylene glycol propre / volume de colloide a dialyser est de 20. 

Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 
epaisseur de 5,0nm est synthetisee par voie sol-gel. Dans une solution contenant 
5,0ml de colloide dialyse (^SS.lO^particules.L 1 ), dissolution de 28,4g.l" 1 
25 d'aminopropyltriethoxysilane (APTS), llfigX 1 de tetraethyl orthosilicate (TEOS) et 
13,2ml par litre d'une solution aqueuse de 0,1M de triethylamine. 

La reaction s'effectue a 40°C dans un bain d'huile et sous agitation. Elle 
comporte plusieurs etapes : 

a t = 0 h ajout de mi correspondant a 16% de la masse totale d'APTS 
30 a t = 0,33 h hydrolyse de l'APTS par ajout de 10% du volume d'eau total 

a t = 1 5 33 h ajout de m 2 correspondant a la masse d'APTS restant et de la 
totalite du TEOS 
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a t = 2,33 h ajout des 90% du volume d'eau restante 
a t = 50,33 h, fin de la synthese. 

Exemple 2 : 

5 Un colloide de Gd 2 0 3 dope a 5% en Tb 3+ est prepare dans les memes 

conditions que celles de 1' exemple 1. 

Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 
epaisseur de 8,0nm est synthetisee par voie sol-geL Dans une solution contenant 
5,0ml de colloide dialyse (4,53.l0 19 paxticules.r 1 ), on dissout Se^g.l" 1 d'APTS, 
1 0 54 5 2gl _1 de TEOS et 40ml par litre d'une solution aqueuse de 0,1M de triethylamine. 

La reaction de recouvrement par voie sol-gel a ete realisee dans les memes 
conditions que celles de Fexemple 1. 

Exemple 3 : 

15 Un colloide de Gd 2 0 3 dope a 5% en Tb 3+ est prepare dans les memes 

conditions que celles de Fexemple 1 ? correspondent a une taille de 3,5nm. Des 
particules d'une taille de 5,7nm et de meme composition ont ete obtenues par ajout, 
dans le colloide obtenu precedemment, d'une quantite adequate de sels de chlorures 
de gadolinium et de terbium. 

20 Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 

epaisseur de 8nm est synthetisee par voie sol-geL Dans une solution contenant 5,0ml 
de colloide dialyse (5,66.10 18 particules.r x ), on dissout SS^g.l" 1 d'APTS, 36 y 4g^ X de 
TEOS et 28,4ml par litre d'une solution aqueuse de 0,1M de triethylamine. 

La reaction de recouvrement par voie sol-gel a ete realisee dans les memes 

25 conditions que celles de V exemple 1 . 

Exemple 4 : 

Un colloide de Gd 2 0 3 dope a 5% en Tb 3+ est prepare dans les m6mes 
conditions que celles de Fexemple 3, correspondant a une taille de 5,7nm. Des 
30 particules d'une taille de 8nm et de meme composition ont ete obtenues par ajout, 
dans le colloide obtenu precedemment, d'une quantite adequate de sels de chlorures 
de gadolinium et de terbium. 
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Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 
epaisseur de 3,5nm est synthetisee par voie sol-gel. Dans une solution contenant 
5,0ml de colloi'de dialyse (S^.lO^particules.F 1 ), on dissout 20 J 6g.F 1 d'APTS, 
13,0g.r l de TEOS et 10ml par litre d'une solution aqueuse de 0,1M de triethylamine. 
5 La reaction de recouvrement par voie sol-gel a ete realisee dans les memes 

conditions que celles de Texemple 1. 

Exemple 5 : 

Un collo'ide de Gd203 dope a 5% en Tb 3+ est prepare dans les mSmes 
1 0 conditions que celles de Texemple 1 . 

Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 
epaisseur de 5,0nm est elaboree par voie sol-gel. Dans une solution contenant 2,5ml 
de collo'ide dialyse (4 5 53.10 i9 particules.r I ) et 2,5ml de diethylene glycol propre, on 
dissout 28,4g.l" 1 d'APTS, H^gX 1 de TEOS et 13,2ml par litre d'une solution 
1 5 aqueuse de 0, 1M de triethylamine. 

La reaction de recouvrement pax voie sol-gel a ete realisee dans les memes 
conditions que celles de Texemple 1. 

Exemple 6 : 

20 Un collo'ide de Gd 2 0 3 dope a 5% en Tb 3 " 1 * est prepare dans les memes 

conditions que celles de Texemple 1. 

Autour de ces particules, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 

epaisseur de 8 nm est elaboree par voie sol-gel. Dans une solution contenant 2,5ml 

de colloide dialyse (2,26.10 19 particules.r 1 ) et 2,5ml de diethylene glycol propre, on 
25 dissout 9 5 4g.r 1 d'APTS, 6,4g.r x de TEOS et 4,4ml par litre d'une solution aqueuse 

de 0,1M de triethylamine. 

Six heures avant Tajout de la masse m 2 d'APTS, celle-ci est melangee sous 

agitation magnetique, a MgT 1 de fluoresceine isothiocyanate (FTIC), molecule 

fluoresecente. Par la suite, la reaction de recouvrement a ete realisee dans les meme 
30 conditions que celles de Texemple 1, mis a part que la masse m 2 d'APTS est 

combine avec la FTIC. 
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Exemple 7 : greffage de ^oligonucleotide 

A une solution de 100 pM d' oligonucleotides d(T)22 terminee par une fonction 
-COOH, est ajoutee une solution aqueuse d'EDC 0,2 M et de NHS 0,2 M. Apres une 
heure d'agitation, 500 pi de solution aqueuse de nanoparticules d'oxyde de 
5 gadolinium enrobees d'une couche de polysiloxane fonctionnalise (preparees selon 
r exemple 1 et purifiees par dialyse) et 100 |JLl d'une solution tampon carbonate 
(0 5 1M ; pH 11) sont ajoutes a la solution renfeimant les brins d'oligonucleotide. Au 
bout de deux heuxes d'agitation, la solution gelifie. Apres filtration sur membrane, le 
gel est redisperse dans 200 pi d'eau milli-Q. 

10 

Exemple 8 : 

Un colloide de Gd 2 0 3 dope a 1% en uranium est prepare par dissolution d'une 
quantite de SOgi" 1 de sels de chlorure de gadolinium et de nitrate d'uranium dans un 
volume de 20ml de diethylene glycol. La taille finale des nanospheres, confirmee par 
15 HRTEM et mesuree par granulomere laser, est de 3,5nm. Le colloide est dialyse 
pendant 24h, a chaud (40°C), sous agitation dans du diethylene glycol. Le rapport 
yolume de diethylene glycol propre / volume de colloide a dialyser est de 20. 

Autour de ces nanospheres, une couche de polysiloxane fonctionnalise d'une 
epaisseur de 5,0nm est synthetisee par voie sol-gel. Dans une solution contenant 
20 5,0ml de colloide dialyse (4,53.10 ^particulesT 1 ), dissolution de 28,4g.l" 1 
d'aminopropyltriethoxysilane (APTS), 17.6g.l- 1 de tetraethyl orthosilicate (TEOS) et 
13,2ml par litre d'une solution aqueuse de 0,1M de triethylamine. 

La reaction s'effectue a 40°C daois un bain d'huile et sous agitation. Elle 
comporte plusieurs etapes : 
25 a t = 0 h ajout de mi correspondant a 1 6% de la masse totale d' APTS 

a t - 0,33 h hydrolyse de l'APTS par ajout de 10% du volume d'eau total 
a t = 1,33 h ajout de m 2 correspondant a la masse d'APTS restant et de la 
totaliteduTEOS ^ 

a t = 2,33 h ajout des 90% du volume d'eau restante 
30 a t = 50,3 3 h, fin de la synthese. 
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Exemple 9 : 

Un collolde de Gd 2 0 3 dope a 5% en Tb 3+ et 5% en Eu 3 * en moles est prepare 
par dissolution d'une quantite de SOgX 1 de sels de chlorure de gadolinium, de 
terbium et d' europium dans un volume de 50ml de diethylene glycol (2,260g de 
5 GdCl 3 ,6H 2 0, 0,1273g de EuCl 3 ,6H 2 0 et 0,1250g de TbCl 3 ,6H 2 0). Apres ajout de 
3ml d'une solution aqueuse de NaOH 2N a 70°C, chauffage a 140°C pendant lh, 
puis pendant 4h a 180°C, la taille finale des particules, confirmee par HRTEM et 
mesuree par granulomere laser, est de 3,511m. Le collolde est dialyse pendant 24h, a 
chaud (40°C), sous agitation dans du diethylene glycol. Le rapport volume de 

1 0 diethylene glycol propre / volume de collolde a dialyser est de 20. 

La reaction d'enrobage par voie sol-gel est realisee dans les m&nes conditions 
que celles de 1' exemple 1. 

Afin de tester la possibilite de detection resolue en temps (et accessoirement 
faciliter la manipulation de ces nanoparticules), 10 % de 

15 l'aminopropyltrialcoxysilane sont fonctionnalises par un colorant organique 
(fluoresceine) (Fig. 7). En outre, sa presence facilite la purification des 
nanoparticules hybrides par chromatographic car son avancement peut aisement etre 
suivi a Foeil nu. L'analyse des fractions recueilhes par spectrophotometrie UV- 
visible et par spectroscopic de correlation de photons confirme Fimpression visuelle 

20 et permet d'identifier les fractions (2 et 3 de la Fig. 7) contenant les nanoparticules 
hybrides. La chromatographic est realisee a Faide d'une colonne remplie d'un gel de 
silice. Le volume de Techantillon a purifier est fixe a 2,5 ml et il est elue par une 
solution aqueuse tamponnee, par de Fethanol ou un melange equivolumique eau - 
ethanol. Les nanospheres de Gd 2 0 3 dope Tb enrobees d'une couche de polysiloxane 

25 dont 10% des fonctions amines sont liees a un derive de la fluoresceine peuvent etre 
utilisees comme marqueur pour la detection de ligands biologiques (et en particulier 
d ? oligonucleotides). En effet, en raison des proprietes de luminescence du terbium et 
de la fluoresceine, ces nanoparticules, lorsqu'elles sont fonctionnalisees par une 
molecule sonde, permettent de marquer selectivement des molecules biologiques en 

30 raison d'interaction specifiques avec les sondes greffees sur les nanoparticules et 
done de les detecter. En Poccurrence, le greffage d'un oligonucleotide modifie par 
une fonction acide carboxylique sur la nanoparticule grace a la condensation du - 
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COOH active avec une des fonctions amines preserves dans le reseau de 
polysiloxane permet 1 'immobilisation de la nanoparticule sur un support solide s'il 
est recouvert en certains points par 1' oligonucleotide complementaire (hybridation). 
A la suite d'une excitation electromagnetique adaptee, la fluoresc6ine emet un signal 
5 lumineux permettant de reperer les endroits du support ou la nanoparticule est 
immobilisee (Fig. 8). Connaissant la sequence de l'oligonucleotide sur le support et 
en vertu du principe de la complementarite des bases qui preside a l'hybridation des 
brins d' oligonucleotides, la sequence de l'otigonucleotide greffe sur la nanoparticule 
peut alors etre deduite. L'emission des ions Tb 3+ est observee apres destruction par 
1 0 irradiation laser de la fluoresceine (Fig. 9). Le reseau de polysiloxane fonctionnalise 
qui enrobe la nanosphere de sesquioxyde permet, parallelement au greffage de 
molecules actives, d'amplifier le signal de luminescence du dopant present dans le 
cceur de sesquioxyde. En effet, pour un meme nombre de nanoparticules dont le cceur 
de sesquioxyde est identique, l'intensite de la luminescence des ions Tb 3+ est 
1 5 beaucoup plus importante lorsque la nanosphere de Ln 2 0 3 est enrobee par une couche 
de polysiloxane comparee a des nanospheres non enrobees (Fig. 10-12). De plus, la 
couche de polysiloxane assure une protection efficace vis-a-vis d'une solution 
aqueuse d'acide chlorhydrique diluee. En effet, les spectres enregjstres a partir de 
deux echantillons contenant la meme quantite de nanoparticules identiques, mais 
20 dispersees pour les uns dans de l'ethanol et pour les autres dans de l'HCl 0,2 M, 
montrent que les nanospheres enrobees par le polysiloxane fonctionnalise sont 
insensibles a la presence d'eau (contrairement aux nanospheres nues) (Fig. 13). La 
stabilite en milieu aqueux de la nanopshere et de ses proprietes de luminescence est 
indispensable dans l'optique du marquage biologique. Ces resultats confirment le 
25 potentiel des nanoparticules selon l'invention et en particulier de celles de 
sesquioxyde de gadolinium pour le marquage et la detection de ligands biologiques 
dont la presence peut etre revelee par : 

- la fluorescence de molecules de colorant organique greffees sur la couche de 
polysiloxane qui enrobe la nanosphere de Ln 2 0 3 
30 - la radiation electromagnetique emise par les dopants incorpores dans la 

nanosphere et dont la nature peut varier au sein d'une meme nanosphere 
(multidopage). 
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- des mesures magnetiques, dans la cas de nanosphere a base de sesquioxyde de 
gadolinium, notamment, qui est paramagnetique. 
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REVENDICATIONS 

1 - Nanoparticules hybrides comprenant : 

• - une nanosphere, de diainetre moyen compris dans la gamme allant de 2 a 9 
nm, composee, a an moms 90% en poids, de Ln 2 0 3 avec Ln qui represente 
5 une terre rare, eventuellement dopee avec une terre rare ou un actinide, ou un 

melange de terres rares, ou bien un melange de terre rare et d'actinide dans 
lequel au moins 50% des ions metalliques sont des ions terre rare, 

- un enrobage autour de la nanosphere, constitue majoritairement de 
polysiloxane fonctionnalise, et qui presente une epaisseur moyenne comprise 

10 dans la gamme allant de 0,5 a 10 nm et, de preference, superieure a 2 nm et 

inferieure ou egale a 10 nm, et 

- au moins un ligand biologique greffe par liaison covalente a 1' enrobage de 
polysiloxane. 

2 - Nanoparticules selon la revendication 1 caracterisees en ce que dans 
15 r enrobage, de 5 a 75 % et, de preference de 30 a 50 % des atomes de silicium sont 

lies k quatre autres atomes de silicium par des ponts oxygene. 

3 - Nanoparticules selon la revendication 1 ou 2 caracterisees en ce que 
1' enrobage presente une densite comprise dans la gamme allant de 1,6 a 2,4 et, de 
preference, comprise dans la gamme allant de 1,8 a 2,1. 

20 4 -Nanoparticules selon la revendication 1 ou 2 caracterisees en ce que 

T enrobage presente une densite inferieure a 2. 

5 -Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 4 caracterisees en ce que 

entre 10 et 100 000 molecules organiques luminescentes sont greffees, par liaison 

covalente, aPenrobage. 
25 6 - Nanoparticules selon la revendication 5 caracterisees en ce que les molecules 

organiques fluorescentes sont choisies parmi les derives de la rhodamine, ou de la 

fluoresceine. 

7 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 6 caracterisees en ce que la 
nanosphere est constituee, a au moins 80 % en poids, de sesquioxyde de terre rare 
30 eventuellement dope. 
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8 - Nanoparticules selon la revendication 7 caracterisees en ce que la nanosphere 
est constituee, a au moins 80 % en poids, de Gd 2 0 35 et de preference a au moins 
90 % en poids. 

9 - Nanoparticules selon la revendication 7 caracterisees en ce que la nanosphere 
5 est constitute, a au moins 80 % en poids, de Y2O3, et de preference a au moins 90 % 

en poids. 

10 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 9 caracterisees en ce que la 
nanosphere est dopee par un lanthanide de type Eu, Tb, Er, Nd, Yb, Tin representant 
de 0,1 a 25% des cations metalliques. 

10 11 - Nanoparticules selon la revendication 10 caracterisees en ce que la 
nanosphere est dopee par un lanthanide de type Nd ou Yb. 

12 - Nanoparticules selon la revendication 10 caracterisees eii ce que la 
nanosphere est dopee par un lanthanide de type Er. 

13 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 9 caracterisees en ce que la 
15 nanosphere est dopee par au moins deux lanthanides differents represexitant de 0,1 a 

25% des cations metalliques, Tun au moins de ces lanthanides etant ckoisi parmi Eu 
etTb. 

14 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisees en ce que 
plus de 10% des cations metalliques de la nanosphere sont des cations de lanthanide 

20 presentant un comportement magnetique, choisie parmi Gd, Nd. 

15 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisees en ce que 
plus de 50% des cations metalliques de la nanosphere sont des cations de lanthanide 
presentant un comportement magnetique, choisie parmi Gd, Nd. 

16 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 7 caracterisees en ce que de 
25 0,01% a 50% ? et de preference de 0,1 a 10%, des cations metalliques de la 

nanosphere sont des cations d'uranide choisi parmi Ac, Th, Pa, Np, U, INTp, Pu. 

17 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 16 caracterisees en ce que 
au moins 1 %, de preference au moins 5 %, des cations metalliques de la nanosphere 
presentent une grande capacite de capture de neutron, choisis, par exemple, parmi les 

30 isotopes 157 Gdet 235 U. 



WO 2005/088314 



PCT/FR2005/000491 



26 

18 - Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 17 caracterisees en ce que 
de 1 a 1000 et, de preference, de 1 a 100 de molecules de ligand biologique sont 
greffees a l'enrobage par liaison covalente. 

19 - Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 17 caracterisees en ce que 
5 moins de 10% en poids de ces nanoparticules comprennent plus de deux molecules 

de ligand biologique greffees a l'enrobage. 

20 - Nanoparticules selon Tune des revendications 1 a 19 caracterisees en ce que 
le ou les ligands biologiques greffes sont derives de nucleotides, sucres, vitamines, 
hormones, biotine, streptavidine, ou toute autre molecule organique presentant un 

1 0 interet pour la vectorisation biologique. 

21 - Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 20 caracterisees en ce que 
des molecules luminescentes ou molecules complexantes, autres que le(s) ligands 
biologiques, sont greffees a l'enrobage. 

22 - Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 21 caracterisees en ce que 
15 des molecules polaires ou chargees du type organophosphonates, amines 

quaternaires, sont greffees a l'enrobage. 

23 - Nanoparticules selon l'une des revendications 1 a 21 caracterisees en ce que 
des molecules de polymere solubles dans 1'eau de masse moleculaire inferieure a 
5000 g/mol et de preference inferieure a 1000, par exemple, tel que le polyethylene 

20 glycol ou le dextran, sont greffees a l'enrobage. 

24 - Suspension colloidale de nanoparticules hybrides selon l'une des 
revendications 1 a 23 . 

25-Procede de preparation de nanoparticules hybrides selon Tune des 
revendications 1 a 23, eventuellement sous la forme de suspension colloidale selon la 
25 revendication 24> caracterise en ce qu'il comprend les etapes successives suivantes : 
a) preparer une suspension colloidale de nanospheres, de diametre moyen 
compris dans la gam me allant de 2 a 9 nm, composees, a au moins 90% 
en poids, de Ln 2 0 3 avec Ln qui represente une terre rare ? eventuellement 
dopee avec une terre rare ou un actinide, ou un melange de terres rares, ou 
30 bien un melange de terre rare et d'actinide dans lequel au moins 50% des 

ions metalliques sont des ions terre rare, 
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b) ajouter a la suspension colloi'dale la quantite necessaire d'un melange 
d'organoalcoxysilane et d'agent reticulant pour former a la surface des 
particules un enrobage, constitue maj oritairement de polysiloxane 
fonctionnalise avec aumoins un groupe reactif, qui presente une epaisseur 

5 moyenne comprise dans la gamme allant de 0,5 a 10 run, et, de 

preference, superieure a 2 nm et inferieure ou egale a 10 nm, et 

c) greffer chimiquement a 1' enrobage au morns un ligand biologique par 
couplage avec un groupe reactif present en surface de P enrobage, 

d) eventuellement separation et sechage des nanoparticules hybrides 
10 obtenues. 

26 - Procede de preparation selon la revendication 25, caracterise en ce que a 
Petape a) une suspension colloidale contenant entre 100 mg et 10O g de 
nanospheres par litre de solvant est preparee par dissolution de precurseurs de 
terre rare et/ou d'actinides, dans un solvant polaire, en particulier un polyol du 

15 type ethyleneglycol et chauffage a une temperature comprise entre 130 et 250°C> 

en presence de la quantite d'eau au moins necessaire pour la formation du 
sesquioxyde desire et eventuellement d'une base telle que NaOH a une 
concentration comprise entre 0,01 et 1 mol/l de solvant. 

27 - Procede selon la revendication 26, caracterise en ce que les precurseurs de 
20 terre rare et ou d'actinides sont du type chlorure, acetate ou nitrate. 

28 - Proc6de selon Pune des revendications 25 a 27, caracterise en ce que a 
Petape b), le t6traethyl orthosilicate (TEOS) est utilise comme agent reticxdant 

29 - Procede selon Pune des revendications 25 a 28 caracterise en ce qu'une 
partie des molecules d'organoalcoxysilane utilisees sont liees de fa^on covalente 

25 a une molecule luminescente. 

30 - Procede selon Pune des revendications 25 a 29, caracterise en ce que 
Petape c) estprecedee d'une etape de greffage de molecules luminescentes et/ou 
de molecules complexantes et/ou de molecules polaires ou chargees et/ou de 
molecules de polymeres solubles dans Peau, par couplage avec un groupe reactif 

30 present en surface de P enrobage. 
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